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摘要 ”电镜 观察 意大利 蝗 辣 病毒 的 包涵 体 大 多 数 为 椭圆 形 ， 少 数 为 近 贺 形 ， 大 小 相差 极为 
齿 殊 。 病 毒 粒 子 呈 卵 圆 形 ， 表 面 桑 棋 状 。 病 毒 粒 子 髓 核 呈 圆 简 状 ， 其 纵 切 面 内 绳索 结构 折 
全 2 一 3 次 ， 横 切面 可 以 看 到 2~3 个 圆 点 ， 侧 体 也 圆 简 状 ， 均 匀 包 围 在 核 衣 壳 外 面 。DNA 
经 限制 性 内 切 酶 EcoRI 酶 切 产 生 16 个 DNA 片段 ， 据 此 求 得 DNA 分 子 量 为 135.7 x 10sD。 
意大利 蝗 癌 病毒 包涵 体 的 裂解 释放 病毒 速度 快 ， 在 相同 条 件 下 比 亚 洲 小 车 蝗 盖 病毒 包涵 体 
裂解 释放 病毒 粒子 快 。 当 温度 恒定 (37 )， 在 一 定 的 pH 值 内 (pH 9.0 一 11.$)， 随 pH 值 
的 升 高 包涵 体 裂解 释放 病毒 粒子 速度 加 快 。 当 pH 值 恒定 (11.2)， 在 一 定 的 温度 范围 内 
(25 一 40C )， 随 温度 的 升 高 包涵 体 的 裂解 释放 病毒 粒子 速度 加 快 。 


关键 词 蝗虫 意大利 蝗 痘 病毒， 限制 性 内 切 酶 谱 


新 疆 草原 蝗虫 种 类 多 ， 发 生 为 害 面 积 大 。 每 年 用 于 治 蝗 费 用 达 几 百 万 元 ， 而 且 以 化 
学 防治 为 主 " ， 近 年 来 应 用 微 移 子 生 物 杀 虫 剂 防治 草原 蝗虫 取得 了 可 喜 成 绩 ， 推 动 了 
蝗虫 生物 防治 工作 的 展开 ， 因 此 进一步 研制 新 的 蝗虫 生物 杀 虫 剂 是 非常 重要 的 。 

亚洲 小 车 蝗 冶 病 毒 已 在 我 室 进行 了 多 年 研究 -4 ， 目 前 进入 应 用 阶段 。 初 步 结 
果 表 明 有 可 能 作为 生物 杀 虫 剂 使 用 。 

意大利 蝗 癌 病毒 在 新 疆 草原 上 曾 多 次 发 生 过 较 大 面积 的 自然 流行 ， 并 导致 该 地 区 蝗 
虫 虫 口 密 度 下 降 。 人 工大 量 撤 施 该 病毒 ， 有 可 能 引起 流行 病 控制 蝗虫 下 。 本 文 报道 意 
大 利 蝗 辣 病毒 形态 ，DNA 酶 切 图 谱 及 包涵 体 释 放 病 毒 粒子 等 方面 的 结果 。 


1 材料 与 方法 


1.1 病毒 
意大利 蝗 辣 病毒 (Calliptamus italicus EPV，CiEPV)，1988 年 首次 从 新 疆 意 大 利 
蝗 Calliptamus italicus 上 分 离 获得 ， 此 后 在 新 疆 星 虫 鼠 害 测 报 中 心 站 养 虫 室 经 意大利 
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蝗 繁殖 ， 获 得 的 瘟病 毒 包 涵 体 于 - 20 尼 冰箱 保存 。 

亚洲 小 车 蝗 辣 病毒 (Oedaleus asiaticus EPV，OaEPV)，1988 年 从 内 蒙古 亚洲 小 车 
蝗 上 分 离 获得 。 此 后 在 中 国 农 业 大 学 昆虫 病理 实验 室内 经 黄 逐 小 车 蝗 O，infernalis 增 
欧 ， 所 得 痘 病毒 包 涵 体 ， 一 20 亿 保存 。 


1.2 CiEPV 和 OaEPV 包涵 体 的 提取 与 纯化 

研磨 感染 病毒 的 病死 虫 尸 ， 双 层 纱布 过 滤 ， 多 次 差 速 离心 ， 得 包涵 体 粗 提 物 ， 粗 提 
物 经 芒 糖 梯度 (65%、61%、58%、50%) 超速 离心 ， 取 58% 与 61% 界面 处 褐色 带 ， 
脱 糖 后 即 为 纯化 包涵 体 。 


1.3 CiEPYV 病毒 粒子 的 纯化 

纯化 的 包涵 体 ， 经 pH11.0 的 包涵 体 碱 性 裂解 制 液 ，35S 水 浴 裂 解 ， 再 经 蔗糖 梯度 
(55%、50%、45%、40%) 超速 离心 ， 取 50% 与 45% 之 间 的 白色 带 ， 脱 糖 后 即 为 纯化 
包涵 体 。 


1.4 CiEPV DNA 的 分 离 纯化 

纯化 病毒 粒子 经 离心 沉淀 加 入 2 Xx SDS 病毒 粒子 裂解 缓冲 液 ， 和 蛋白酶 K 和 及 琉 基 乙 
醇 ， 振 荡 均 匀 。50 人 水浴 裂 解约 半 小 时 ， 此 时 病毒 粒子 已 降解 ， 冷 却 至 室温 后 ， 加 TE 
饱和 酚 ， 水 相 加 酚 / 氯 仿 (1:1)， 重 复 抽 提 ， 充 分 除去 蛋白 得 到 纯 DNA。 最 后 加 1/10 
体积 的 2.5 mol/L NaCl， 两 倍 体积 的 冷 无 水 乙醇 ， 一 20C 过夜。 离心 ， 沉 淀 真 空 干燥 。 
所 得 DNA 用 于 酶 切 研 究 的 溶解 于 TE 中 ， 用 于 测定 变性 曲线 的 溶解 于 1 x SSC 中 ， 
-20T7 保存 。 


1.5 DNA 的 限制 性 内 切 酶 酶 切 
提纯 的 意大利 蝗 痘 病毒 DNA 用 限制 性 内 切 酶 EcoR I 及 其 缓冲 液 酶 切 ，37 水 浴 
酶 解 3 h。 


1.6 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 
采用 平板 式 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 ， 凝 胶 浓 度 为 0.5%， 电 极 缓冲 液 为 1xTBE， 加 样 缓 
冲 液 为 省 酚 蓝 。 电 泳 在 电压 30 V， 室 温 下 进行 18 h。 紫 外 透射 仪 下 观察 、 照 相 。 


1.7 透射 电镜 观察 

透射 电镜 的 观察 采用 超 薄 切片 法 。 选 取 接 种 后 12 d 左 右 的 病 虫 ， 挑 取 脂 肪 体 ， 经 
2.5% 戊 二 醛 ，1% 钱 酸 各 固定 1 h，1% 醋 酸 双 氧 铀 块 染 1 h， 丙 酮 系列 脱水 ， 包 埋 剂 浸 
透 、 聚 合 、 超 薄 切 片 机 切片 ， 柠 檬 酸 铅 ， 醋 酸 双 氧 钠 染 色 ，TEM-100CX 透射 电镜 观 
察 、 照 相 。 


1.8 扫描 电镜 观察 
将 一 小 滴 包涵 体 悬 浮 液 均匀 涂 于 盖 玻 片上 ， 室 温 下 干燥 ， 后 经 HCP-2 型 临界 点 干 
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燥 仪 干燥 ，IB- 型 离子 溅 射 仪 喷 金 ，SEM-505 扫描 电镜 观察 、 照 相 。 


1.9 包 闻 体 有 裂解 条 件 的 则 定 

温度 一 定 ， 不 同 pH 值 条 件 下 包涵 体 的 裂解 情况 。 将 CiEPV 包涵 体 悬 浮 液 分 装 7 
管 ， 每 管 含 1 Xx 10"7OBS，2 000 r/min 离心 5 min， 去 除 水 分 。 配 制 不 同 pH 的 包涵 体 裂 
解 液 (pH12.0，11.5，11.0，10.5，10.0，9.0，8.0)。 调 节 恒 温水 浴 箱 至 37C 。 取 一 
管 包涵 体 ， 加 入 一 定 pH 值 的 包涵 体 裂 解 液 至 37 人 水 浴 保 温 ， 每 隔 5 min， 吸 取 少 量 ， 
光 镜 检查 裂解 程度 。 以 上 过 程 重 复 7 次 ， 每 次 选用 不 同 的 温度 : SO0C，45C ，40T7 ， 
9 0 50. 20. 


2 结果 与 分 析 


2.1 意大利 蝗 意 病 毒 病 毒 粒 子 和 包涵 体 的 形态 

根据 感 病 蝗 虫 的 脂肪 体 超 薄 切片 ， 可 以 观察 到 病毒 粒子 的 形态 及 超 微 结 构 。 病 毒 粒 
子 呈 卵 圆 形 ， 大 小 190 nmx350 nm， 表 面 凹 凸 不 平 ， 呈 桑 横 状 。 在 病毒 粒子 的 纵 切 面 
中 ， 可 见 病毒 粒子 最 内 部 是 髓 核 ， 呈 两 端 钝 圆 的 杆 状 ， 大 小 为 77 nmx250 nm， 髓 核 内 
有 折 成 2 一 3 折 的 绳索 状 结构 即 为 超 螺旋 的 DNA 链 ; 在 病毒 粒子 的 横 切 面 中 ， 髓 核 呈 
圆 形 ， 中 心 有 2 一 3 个 圆 点 ， 是 绳索 结构 的 横 截 面 。 髓 核 外 包 硅 着 厚 约 15 nm 的 衣 元 。 
侧 体 呈 圆 简 状 ， 均 匀 地 分 布 在 杆 状 的 核 衣 壳 〈 艇 核 和 衣 碗 的 总 称 ) 四 周 。 病 毒 粒 子 最 外 
面 是 厚 7 nm 左右 的 上 时 膜 ， 由 于 赛 膜 的 裙 皱 折 释 ， 使 病毒 粒子 最 外 层 呈 波浪 状 (图 1)。 





图 1 意大利 蝗 痘 病毒 包涵 体内 成 熟 的 病毒 粒子 图 2 意大利 蝗 辣 病毒 包涵 体 扫 描 电 镜 
(495 000 x ) ( 示 包 涵 体 大 小 差异 悬殊 ) 
Fig. 1 Mature virions in CIEPV occlusion Fig. 2 Scanning electron microscope of 
bodies (495 000 x) CiEPV occlusion bodies, showing various sizes 


意大利 蝗 痘 病毒 具有 大 型 包涵 体 。 扫 描 电 镜 观 察 ， 包 涵 体 大 多 数 为 椭圆 形 ， 少 数 为 近 
圆 形 ( 约 10% )， 大 小 差异 悬殊 (图 2)， 一 般 在 1.5 pmx1.9 pm 一 8.8 ymX12.3 pm。 人 很 
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少见 到 几 个 包涵 体 座 在 一 起 的 “ 腐 合体 "。 成 熟 的 包涵 体 表 面 光滑 ， 非 成 熟 包 涵 体 表面 
有 许多 孔洞 。 碱 性 裂解 液 裂解 时 ， 不 成 熟 的 包涵 体 首 先 裂解 ， 释 放出 病毒 粒子 ， 可 能 是 
未 成 熟 包 涵 体 蛋 日 结 品 沉 证 的 少 。 


2.2 CiEPV DNA 的 限制 性 内 切 酶 酶 切 图 谱 及 DNA 分 子 量 
限制 性 内 切 酶 能 识别 DNA 链 上 的 特异 碱 基 序列 ， 并 在 此 特异 序列 处 切割 DNA。 特 
定 DNA 被 限制 性 内 切 酶 切割 后 ， 所 产生 的 片段 用 一 定 浓度 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 可 以 分 
开 ， 经 省 化 乙 锭 着 色 后 ， 在 紫外 照射 仪 下 观察 ， 能 看 见 一 系列 的 核酸 条 带 。 
意大利 蝗 痘 病毒 DNA 经 限制 性 内 切 酶 EcoR 工 酶 切 ，0.5% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 ， 酶 切 
图 谱 如 图 3。 产 生 16 个 DNA 片段 。 
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图 3 意大利 蝗 痘 病毒 DNA EcoR 工 限制 性 内 切 酶 酶 切 图 谱 
ig. 3 Cleavage of GEPV DNA with restriction endonuclease EcoR I 


根据 限制 性 内 切 酶 酶 切 图 谱 ， 用 DNA Hind 于 酶 切片 段 来 校正 意大利 蝗 辣 病毒 
DNA 各 酶 切片 段 的 分 子 量 。 据 此 计算 出 意大利 蝗 辣 病毒 DNA 分 子 量 为 135.7 x 105D。 


2.3 CiEPV 包涵 体 裂 解释 放 病 毒 粒子 

昆虫 瘟病 毒 的 包涵 体 在 碱 性 条 件 下 可 以 裂解 ， 释 放出 病毒 粒子 ， 包 涵 体 的 裂解 程度 
取决 于 温度 和 pH， 不 同 蝗虫 瘟病 毒 的 包涵 体 的 裂解 条 件 (温度 、pH) 是 有 差别 的 。 

当 温 度 恒 定量 (37C )，CiEPV 的 包涵 体 在 一 定 的 pH 值 范围 内 (pH9.0 一 11.5)， 
裂解 速率 随 pH 值 的 增加 而 加 快 ， 在 pH9.0 时 ， 包 涵 体 裂解 需要 80 min， 而 pH11.5 
时 ， 只 需 5 min。 但 不 能 超过 一 定 范 围 ， 如 果 pH 值 过 高 ， 如 pH12.0 时 ， 观 察 两 个 小 
时 ， 包 涵 体 都 极度 膨胀 但 不 裂解 。 亚 洲 小 车 蝗 辣 病毒 OaEPV 也 是 如 此 ， 见 表 1、 表 2。 
由 表 还 可 以 看 出 ， 在 相同 条 件 下 ，CiEPYV 包涵 体 比 OaEPV 包涵 体 裂 解 速 度 要 快 。 
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当 pH 值 相 同时 (pH11i.2)， 在 一 定 的 温度 范围 内 (40 一 25C )，CiEPYV 包涵 体 随 
温度 的 降低 裂解 时 间 也 拉 长 ，40 世 时 ，5 min 就 全 部 裂 开 ; 35TC 时 ， 则 需 15 min; 30C 
时 ， 需 30 min; 25 人 时 ， 需 60 min， 温 度 每 降 SC ， 裂 解 时 间 延 长 一 倍 。 但 同样 不 能 超 
过 一 定 范围 ， 当 温度 在 45C 以 上 时 ， 包 涵 体 都 极度 膨胀 ， 但 不 裂解 ; 温度 低 于 207 时 ， 
包涵 体 都 既 不 裂解 ， 也 不 膨胀 (观察 2 h)。OaEPV 也 有 随 温度 的 降低 ， 包 涵 体 裂解 时 
间 拉 长 的 趋势 ， 但 延长 时 间 均 比 CiEPYV 为 长 ， 且 没有 倍 比 关系 。 详 见 表 3、 表 4。 


表 1 37 人 C 不同 pH 值 ,两 种 瘟病 毒 包 表 2 不 同 温度 , 两 种 瘟病 毒 包涵 体 
涵 体 裂解 时 间 (min) 裂解 所 需 时 间 (min) 
Table 1 Degradation of occlusion bodies of Table 2 Degradation of occlusion bodies of CiEPV 
CiEPV and OaEPYV in different pH (min) and OaEPYV at different temperature (min) 

日 什 意大利 蝗 辣 病 毒 亚洲 小 车 蝗 弟 病毒 温度 意大利 蝗 关 病毒 亚洲 小 车 蝗 痘 病毒 
Calliptamus italicus EPV Qedaleus asiaticus EPV (TC) Calliptamus italicus EPV Oedaleus asiaticus EPV 
11.5 5 8 40 5 10 
11.0 14 45 35 15 35 
10.5 35 65 
10.0 44 110 0 0 oD 
9.0 80 一 25 60 一 

瘟病 毒 裂 解 程度 瘟病 毒 裂解 程度 
Table 3 Degradation of occlusion bodies of Table 4 Degradation of occlusion bodies of CiEPV 
CiEPYV and OaEP™V in $ minutes in different pH and OaEPYV in $ minutes at different temperature 
意大利 蝗 痊 病毒 亚洲 小 车 蝗 辣 病毒 温度 意大利 蝗 辣 病毒 亚洲 小 车 蝗 辣 病 毒 
pH 值 ”Calliptamus italicus Qedaleus asiaticus Calliptamus italicus Oedaleus asiaticus 
EPV EPV (CC) EPV EPV 
12.0 极度 膨胀 ,不 开裂 极度 膨胀 , 不 开裂 50 极度 脱 帐 , 不 开裂 极度 膨胀 ,不 开裂 
11.5 90% 开 裂 ， 80% 开裂 ， 45 极度 膨胀 , 不 开裂 极度 膨胀 ,不 开裂 
10% 不 开裂 10% 极 度 脱 账 
40 90% 开 裂 ， 90% 开裂 ， 
11.0 95% 开 裂 50% 开 裂 10% 极 度 膨胀 10% 极 度 腰 胀 
10.5 90% 开裂 10% 开 裂 35 95% 开 裂 50% 开 型 
10.0 80% 开裂 个 别 开 裂 30 50% 开裂 10% 开 和 裂 
9.0 20% 开 裂 无 变化 25 20% 开 型 无 变化 
8.0 无 变化 无 变化 20 无 变化 无 变化 
3 讨论 


意大利 蝗 痘 病毒 1988 年 首次 从 新 疆 米 泉 县 意大利 蝗 上 分 离 获 得 。 该 病原 物 经 碱 解 
能 膨胀 并 释放 出 病毒 粒子 ， 因 此 确定 是 一 种 包涵 体 病毒 。 本 论文 采用 电子 显 微 技术 及 
DNA 限制 性 内 切 酶 酶 切 图 谱 等 研究 方法 ， 对 此 病毒 的 形态 及 DNA 特性 等 方面 进行 了 观 
察 和 分 析 ， 并 与 已 报道 的 亚洲 小 车 蝗 辣 病毒 进行 比较 。 

意大利 蝗 辣 病毒 与 亚洲 小 车 蝗 辣 病毒 包涵 体 的 形态 很 相似 ， 均 为 椭圆 形 ， 但 
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CiEPYV 的 包涵 体 有 少数 为 圆 形 ， 并 且 大 小 差异 更 加 悬殊 ， 最 大 与 最 小 包涵 体 的 长 度 比 
为 6.47:1， 而 OaEPV 为 2.58:1。 病 毒 粒 子 的 形状 也 很 相似 ， 但 大 小 不 同 ，CiEPYV 稍 
大 些 ; DNA 的 酶 切 图 谱 和 和 分子量 差异 较 大 ， 两 种 痘 病 毒 包 涵 体 的 裂解 速度 也 相差 甚 远 。 
根据 以 上 的 比较 研究 ， 意 大 利 蝗 疫 病毒 的 寄主 范围 、 形 态 结构 和 DNA 特性 与 已 报道 的 
亚洲 小 车 蝗 疫 病毒 不 同 ， 可 能 是 一 种 新 的 痘 病 毒 。 命 名 为 意大利 蝗 痘 病毒， 学 名 Cal- 
liptamus italicus EPV， 简 称 CiEPV。 
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SOME CHARACTERISTICS OF CALLIPTAMUS ITALICUS 
ENTOMOPOXVIRUS IN XINJIANG UYGUR AUTONOMOUS REGION 
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Abstract With electron microscope， most of the occlusion bodies of CiEPV are ellipictal in 
shape， some are square-round. They vary greatly in size. The virions are oval and mulberry-like in 
appearence. The core of the virion is cylindrical. From the longitudinal section ，its inner ropelike 
structure folds back 2 or 3 times and from its cross section, 2 or 3 dots can be observed. The lateral 
body is also cylindrical and symmetrically encloses the nucleocapsid. 

This viral DNA, when cleaved with restriction enzyme EcoR I, produces 16 DNA fragments. 
The molecular weight of this DNA is 135.7 x 10° daltons. 

Degradation of the occlusion body of CiEPV is faster than that of OaEPYV under the same condi- 
tion. When the temperature is constant at 37 and pH ranges within 9~11.5, with the higher 
pH， the degradation of occlusion body becomes faster. When the pH is constant at 11.2 and the 
temperature ranges within 25 ~ 40CU, with the higher temperature, the _ degradation of occlusion 


body becomes faster. 
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